PENGARUH INDUKSI OBAT ANTI TUBERKULOSIS ETAMBUTOL, PIRAZINAMID, DAN LEVOFLOKSASIN TERHADAP JUMLAH HYDROPIC SWELLING PADA HEPATOSIT TIKUS PUTIH JANTAN (RATTUS NORVEGICUS STRAIN WISTAR) by Anindita, Elma
33 
 
BAB 4 
METODE PENELITIAN 
 
4.1 Rancangan Penelitian 
     Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan 
metode Post Test Only Control Group Design. 
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
4.2.1.Lokasi Penelitian 
     Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 
Universitas Muhammadiyah Malang. 
4.2.2.Waktu Penelitian 
     Penelitian ini selama 1 bulan dimulai dari bulan November sampai 
Desember 2018. 
4.3 Populasi dan Sampel 
4.3.1 Populasi 
     Populasi dalam tikus ini adalah tikus putih jantan (rattus norvegicus strain 
wistar). 
4.3.2 Sampel 
     Sampel yang digunakan adalah tikus putih jantan (rattus norvegicus strain 
wistar) dengan berat 150-250 gram dan berusia 2-3 bulan dengan kondisi 
sehat yang ditandai dengan gerakan yang aktif dan mata jernih. 
4.3.3 Teknik Pengambilan Sampel 
      Teknik pengambilan sampel menggunakan sistem simple random 
sampling. 
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4.3.4 Besar sampel 
     Terdapat dua kelompok penelitian yaitu kelompok eksperimental dan 
kelompok kontrol negatif. 
Kelompok 1: kontrol negatif 
Kelompok 2: eksperimental (tikus diinduksi Etambutol, Pirazinamid, dan 
Levofloksasin). 
     Pada penelitian ini, untuk menentukan besar sampel menggunakan rumus  
(Arifin & Zahiruddin, 2017) yaitu: 
Minimum : n= 10/k+1 
Maksimum: n= 20/k+1 
Keterangan:  
k= kelompok perlakuan 
n= jumlah anggota per kelompok 
Maka: 
Minimal: n= 10/k +1 
n= 10/2 +1 
n= 5 +1 
n= 6 
Maksimal: n = 20/k+1 
n=20/2 +1 
n= 10+1 
n=11 
     Jadi jumlah sampel keseluruhan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah 12-22 ekor tikus yang tiap kelompoknya terdiri dari 6-11 ekor tikus.  
4.3.5 Karakteristik Sampel Penelitian 
a. Kriteria inklusi 
1. Umur 2-3 bulan. 
35 
 
 
 
2. Berat badan 150-250 gram. 
3. Jantan, Strain wistar. 
4. Sehat, ditandai dengan gerakan aktif dan bulu yang tebal dan  
    berwarna putih serta matanya jernih. 
b. Kriteria Eksklusi 
1. Tikus yang sebelumnya pernah diberi perlakuan untuk eksperimen 
lain. 
2. Tikus dengan luka atau cacat. 
c. Kriteria Drop Out 
1. Tikus yang mati selama proses penelitian. 
4.4  Variabel dan Definisi Operasional 
4.4.1 Variabel Bebas 
     Variabel bebas penelitian ini adalah dosis obat antituberkulosis yaitu, 
etambutol, pirazinamid, dan levofloksasin. 
4.4.2 Variabel Tergantung 
     Variabel tergantung penelitian ini adalah jumlah hydropic swelling  
4.4.3 Definisi Operasional  
  Tabel 4.1 Definisi Operasional 
Variabel Definisi  Alat 
ukur 
Hasil ukur Skala 
Obat 
antituberkulos
is (OAT), 
Etambutol, 
Pirazinamid, 
Levofloksasin 
Pemberian OAT 
etambutol (E), pirazinamid (Z) 
dan lefvofloksasin (Lfx) yang 
termasuk dalam regimen 
pengobatan TB, diberikan kepada 
tikus dengan cara 
menyondekannya sesuai dosis, 
dosis seharinya adalah  
E: 36 mg Z: 36 mg, lfx: 18 mg, 
diberikan selama 28 hari dan obat 
didapatkan dari apotek. 
Timbang
an 
Dosis obat 
yang 
diukur 
dengan 
timbangan 
Kategorik 
(nominal) 
Jumlah 
hydropic 
swelling 
Hydropic swelling adalah 
Perubahan vakuola yakni 
didapatkan hepatosit yang 
Mikrosk
op 
cahaya 
Jumlah  Numerik 
(rasio) 
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membesar dan membengkak, 
sehinga sitoplasmanya terlihat 
jelas, perubahan ini akan 
diwarnai dengan HE dan diamati 
dengan mikroskop cahaya 
dengan pebesaran 400x 
kemudian dihitung jumlah selnya  
dalam 5 lapang pandang.  
 
4.5 Dasar Penentuan Dosis OAT  
Pada penelitian ini kami akan menggunakan OAT etambutol, pirazinamid, 
levofloksasin, ketiga obat ini merupakan OAT yang digunakan dalam regimen 
untuk pengobatan TB-MDR. Dalam penelitian tikus telah ditemukan dosis toksik 
(LD50) OAT oral yakni, etambutol: 4 g/kg, piranzinamid dosis terendah toksik 
yang menyebabkan kematian adalah 3 g/kg, dan levofloksasin: 1500-2000 mg/kg. 
Profil OAT, etambutol: bioavaibilitasnya 75-80 %, piranzinamid yang diabsorbsi 
secara luas dan cepat, dan levofloksasin dengan bioavaibilitas 85-95 % (Global 
Alliance for TB Drug Development, 2008). Berikut ini adalah tabel untuk konversi 
dosis obat dari tikus ke manusia dan dosis obat berdasarkan berat badan pada 
manusia.  
Tabel 4.2 Konversi dosis 
  Mencit 
20 g 
Tikus 
200 g 
Marmut 
400 g 
Kelinci 
1,5 kg 
Kucing 
1,5 kg 
Kera 
4 kg 
Anjing 
12 kg 
Manusia 
70 kg 
 Mencit  
20 g  
1,0 7,0 12,23 27,8 29,7 64,1 124,2 387,9 
Tikus 
200 g 
0,14 1,0 1,74 3,9 4,2 9,2 17,8 56,0 
Marmut 
400 g 
0,08 0,57 1,0 22,5 2,4 5,2 10,2 31,5 
Kelinci 
1,5 kg 
0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 2,4 4,5 14,2 
Kucing 
1,5 kg 
0,03 0,23 0,41 0,92 1,0 2,2 4,1 13,0 
Kera 4 
kg 
0,016 0,11 0,19 0,42 0,43 0,1 1,9 6,1 
Anjing 
12 kg 
0,008 0,06 0,1 0,22 1,24 0,52 1,0 3,1 
Diketa
hui  
dicari 
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Manusia 
70 kg 
0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0 
 (Laurence & Bacharach, 1964). 
4.3 Tabel dosis OAT berdasarkan KgBB 
OAT BB (kg) 
 <33 33-50 51-70 >70 
Ethambutol (E) 20-30 
mg/kg/hari 
800-1.200 mg 1.200-1.600 mg 1.600-2.000 
mg 
Pirazinamid (Z) 20-30 
mg/kg/hari  
750-1.500 mg 1.500-1.750 mg 1.750-2.000 
mg 
Levofloksasin 
(Lfx) 
7,5-10 
mg/kg/hari 
750 mg 750 mg 750-1.000 mg 
(Kemenkes RI, 2014). 
Dosis konversi obat antituberkulosis dari 51-70 kg manusia untuk tikus putih, 
sehingga didapatkan:  
1. Pirazinamid 
Dosis pada manusia: 2.000 mg/ hari 
 0,018 x 2.000 mg = 36mg/ tikus 
2. Etambutol 
Dosis pada manusia: 2.000 mg/ hari 
 0,018 x 2.000 mg = 36 mg/ tikus 
3. Levofloksasin 
Dosis pada manusia: 1.000 mg/ hari 
 0,018 x 1.000 mg = 18 mg/ tikus 
4.6 Alat dan Bahan Penelitian 
4.6.1 Alat Penelitian 
a. Rotatory microtome 
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b. Object glass dan cover glass 
c. Knife disposable 
d. Neraca analitik untuk menimbang berat tikus 
e. Handscoon 
f. Sonde   
g. Stopwatch 
h. Meja lilin/Papan untuk membedah tikus dan jarum pentul 
i. Scalpel atau gunting bedah 
j. Mikroskop cahaya, counter  
 (Muhartono, et al, 2013). 
4.6.2. Bahan Penelitian  
  a. Makanan tikus standar dan minum ad libitum, chloroform 0,67 ml 
  b. Bahan yang digunakan untuk pembuatan preparat histopatologi dan 
pewarnaan adalah,  sampel organ hewan, HE, formalin, aquades, alkohol 
96%, alkohol 70%, alkohol absolut, xylol I, xylol II, parafin,  (Muhartono, 
et al, 2013). 
 c. Obat antituberkulosis  
     Etambutol, Piranzinamid, dan Levofloksasin 
4.7 Prosedur Penelitian 
4.7.1 Proses Adaptasi 
     Subjek penelitian diadaptasikan di Laboratorium Biomedik Fakultas 
Kedokteran Universitas Muhammadyah Malang selama tujuh hari, agar tikus 
menyesuaikan diri dengan lingkungan yang baru. Tikus dimasukkan ke 
kandang dan diberi makan dan minum ad libitum (Balitbang pertanian, 2016). 
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4.7.2 Pembagian Kelompok Tikus  
     Tikus yang digunakan sebanyak 12 ekor yang terbagi menjadi 2 kelompok 
yaitu satu kelompok kontrol positif, dan satu perlakuan. Setiap kelompok 
terdapat 6 ekor tikus. 
4.7.3 Pemberian OAT  
     Perlakuan dengan memberi obat anti tuberkulosis secara oral, dosis 
seharinya adalah E: 36 mg Z: 36 mg, lfx: 18 mg diberikan selama 28 hari. 
Setelah perlakuan, hepar tikus diambil untuk dilakukan pengamatan 
selanjutnya.  
4.7.4 Proses Anastesi dan Pembedahan Tikus 
a. Proses Anastesi  
     Proses anastesi dilakukan satu persatu terhadap hewan coba yaitu 
dengan memasukan hewan coba ke dalam toples kaca yang berisi kapas 
yang sudah dicampur dengan chloroform. Anastesi dilakukan secara 
inhalasi pada hewan coba dengan dosis eter ± 0,67 ml/hewan coba 
selama ± 60 detik yang dihitung dengan menggunakan stopwatch  
(Alexandru, 2011). 
b. Proses Pembedahan 
     Setelah hewan coba teranastesi dengan baik (keadaan pingsan), 
hewan coba diletakkan pada meja lilin dan keempat kaki hewan coba 
difiksasi terhadap meja lilin dengan menggunakan jarum pentul. Dengan 
menggunakan gunting bedah, dilakukan pembedahan pada abdomen 
Untuk diambil organ hepar (Alexandru, 2011). 
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4.7.5 Membuat Sediaan Histopatologi Hepar 
1. Organ yang telah dipotong secara representatif dan telah difiksasi 
formalin 10% 3 jam.  
2. Bilas dengan air mengalir 3−5 kali.  
3. Dehidrasi dengan: alkohol 70% selama 0,5 jam, alkohol 96% selama 0,5 
jam, alkohol absolut selama 1 jam, alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam.  
4. Clearing: xylol I selama 1 jam, xylol II selama 1 jam.  
5. Impregnasi dengan parafin selama 1 jam dalam oven suhu 65℃.  
6. Pembuatan blok parafin: sebelum dilakukan pemotongan blok parafin 
didinginkan dalam lemari es. Pemotongan menggunakan rotary 
microtome dengan menggunakan disposable knife. Pita parafin 
dimekarkan pada water bath dengan suhu 60℃ selanjutnya dilakukan 
pewarnaan HE (Muhartono, et al, 2013). 
4.7.6 Pewarnaan HE 
1. Dilakukan deparafinisasi dalam: larutan xylol I selama 5 menit, larutan 
xylol II selama 5 menit, alkohol absolut selama 1 jam.  
2. Hidrasi dalam: alkohol 96% selama 2 menit, alkohol 70% selama 2 
menit, air selama 10 menit.  
3. Pulasan inti dengan: hematoxylin selama 15 menit, air mengalir, eosin 
selama maksimal 1 menit.  
4. Dehidrasi: alkohol 70% selama 2 menit, alkohol 96% selama 2 menit, 
alkohol absolut 2 menit.  
5. Penjernihan: xylol I selama 2 menit, xylol II selama 2 menit. 
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6.  Mounting dengan entelan dan tutup dengan deck glass (Muhartono, et al, 
2013). 
4.7.7  Pengamatan hasil  
     Hydropic swelling, diamati dengan mikroskop cahaya dengan pebesaran 
400x kemudian dihitung jumlah selnya  dalam 5 lapang pandang (Hastuti, 
2014).  
4.7.8 Penanganan Tikus setelah pembedahan 
     Hewan coba yang telah dibedah, pastikan bahwa hewan coba tidak 
mengalami recovery. Sebelum mengubur hewan coba, dipastikan bahwa 
denyut nadi sudah berhenti. Jika hewan coba mengalami recovery maka harus 
dilakukan prosedur euthanasia, salah satunya dengan prosedur cervical 
dislocation, yaitu dengan cara memisahkan tengkorak dan vertebrae. Teknik 
ini dilakukan dengan memberikan tekanan ke bagian posterior dasar tulang 
tengkorak dan vertebrae. Bila vertebrae terpisah dari otak, reflek kedip 
menghilang dengan segera, rangsangan rasa sakit menghilang sehingga hewan 
tidak merasakan sakit. Selanjutnya hewan coba yang sudah dipastikan mati, 
dikumpulkan menjadi satu lalu dikubur  (Alexandru, 2011). 
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4.8. Alur Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.9 Analisis Data 
     Pada penilitian ini, analisis data yang digunakan akan diolah menggunakan 
SPSS 12. 
a. Dilakukan uji normalitas shapiro-wilk (normal jika p > 0,05) dan uji 
homogenitas levene’s test (homogen jika p > 0,05). Uji normalitas bertujuan 
untuk mengetahui sebaran data normal. Sedangkan uji homogenitas bertujuan 
untuk mengetahui kehomogenan atau varian data dari data yang diperoleh. 
Bila uji normalitas didapatkan sebaran data normal, maka akan dilanjutkan uji 
KELOMPOK I                                            
Pemberian Makan 
standar dan minum ad 
libitum 
KELOMPOK II 
Pemberian Makan standar dan minum ad 
libitum dan OAT     (dengan dosis per hari 
E: 36 mg Z: 36 mg, lfx: 18 mg) diberikan 
selama 28 hari. 
Adaptasi Hewan  Coba Selama 7 hari 
Pemberian: 
Makan standar dan minum ad libitum 
Setiap tikus dianastesi dengan 0,67ml  kloroform pekat secara inhalasi 
 
Pemeriksaan Gambaran histopatologi sel hepar: 
Jumlah hydrophic swelling 
 
Analisis Data 
Menggunakan uji normalitas Shapiro-Wilk, uji homogenitas Levene’s test, t-test tidak 
berpasangan. 
Tikus dibedah dan diambil heparnya  
 
Membuat sediaan, pewarnaan HE 
 
Gambar 4.1 
Alur Penelitian 
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t tidak berpasangan. Bila didapatkan uji normalitas tidak normal, maka tidak 
dapat dilanjutkan uji homogenitas dan uji t-tidak berpasangan. Uji t tidak 
berpasangan akan diganti dengan uji alternativenya yakni uji mann whitney. 
Uji t-test tidak berpasangan, digunakan untuk membuktikan adanya pengaruh 
obat terhadap jumlah hydropic swelling hepatosit. Dikatakan ada pengaruh 
jika signifikasi (sig) < 0,05. 
b. Melihat kuatnya pengaruh jumlah hydropic swelling  menggunakan uji 
korelasi, uji eta. 
4.10 Jadwal Penelitian 
Tabel 4.4 Jadwal penelitian 
No Jenis Kegiatan Bulan 
5 6 11 12 1 
1. Pengurusan proposal x                    
1. Pengurusan Izin  x x                  
2. Persiapan bahan dan 
hewan coba 
   - - - - x             
3. Adaptasi hewan 
coba 
        x            
4. Pemberian 
perlakuan 
         x x x x x       
5. Pengamatan sediaan               x x     
6. Analisa data                 x x   
7. Konsultasi dan 
revisi akhir 
                  x x 
 
